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柑桔碎叶病毒(Ci 如
: ta tte

; le af vi 。: ,

CTL V )

的传统检测方法是指示植物测定
,

该方法检测周期

较长
,

且需要温
、

网室等配套设施 ;酶联免疫吸附方

法(ELI sA )可用 于检测 C T LV[
’3

,

但使用的是针对

苹果茎沟病毒 (A sG v )的抗体
,

虽然 CTL V 和 A s-

G v 的亲缘关系已经得到证实阁
,

但到目前为止没

有对中国的分离株进行实验验证
,

这在一定程度上

影响 了结果 的可 靠性
。

本研究应用 Hall st

one
s

等 [31 建立的半巢式 R T
一

Pc R 技术对已感病柑桔品

种进行了周年检测
,

现将研究结果报道如下
。

1 材料与方法

,
.

1 供试材料

指示植物 Ru sk 积橙和已感染柑橘碎叶病的大

叶大果锦橙
、

梓撞脐橙
、

脆香甜袖由中国农业科学

院柑橘研究所提供
。

1
.

2 d sR NA 的快速抽提

抽提方法按周常勇等〔‘〕报道的方法进行
。

取

抽提液 1 林L 用于作 R T
一

PC R
。

,
.

3 引物的设计和半巢式 RT- PCR 检测

引物序列设计参见 H all sto ne s 等川的方法
,

如

表 1 所示
。

由上海生工合成
。

1
.

4 半巢式 R T
一

PCR 检测

参照Hal
is
tone

s
等圈的方法

,

稍加改动
。

第一轮

扩增反应总体积为 10 泌
,

加模板 l 泌
,

水 l 泌 混

合
,

变性后加人 8 泌 的反应混合液犯℃反转录 加

而n 后
,

叭℃ 2 而n
。

94 ℃ 汾
s ,

退火温度 15 5 ,

72 ℃ 豁
s ,

其中退火温度从肠℃到 58 ℃递降
,

接下来退火温度

在 57 ℃ 6 个循环
,

72 ℃延伸 5 而
n 。

第二轮反应加人 10 林L 反应混合液
,

94 ℃ 15
s ,

55 ℃ 15
5 ,

72 ℃ 20 5
,

30 个循环
,

72 ℃ 延伸 5

而
n 。

PCR 反应结束后
,

取扩增产物 5 林L 在 1
.

5 %

的琼脂糖凝胶上电泳
,

然后在 l 林岁mL 的澳化乙

锭中浸泡 2 0 m in 后用凝胶成像仪 (Bi o
一

Ra d Ge L

D o c E Q)观察结果
。
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5 生物学鉴定

把 已感病的寄主材料分别嫁接接种到 R us k 积

橙上
,

以不接种的 R us k 积橙作为 阴性对照
。

温室

温度保持 2 0 一
25 ℃

。

以积橙叶片形成褪绿斑为发

病症状
。

2 结果与分析

2
.

1 生物学鉴定

已感病的寄主材料嫁接接种 R us k 积橙后
,

每

隔 2 个星期调查一次
,

接种 4 个星期后开始陆续发

病
,

症状表现为新叶形成褪绿黄斑
。

说明这 3 种寄

主材料都带 C T L V
。

2
.

2 R T
一

PCR 检测结果

对 3 种已感病的寄主材料进行了全年检测
,

每

月中旬采集叶或皮
,

提取 ds R N A 进行 R T
一

Pc R 检

测
,

结果每月均有特异性 的条带出现
,

表明 RT
-

PC R 可以全年对田间的柑桔植株进行检测 ;但在
7

、

8 月份温度较高时
,

经 R T
一

PC R 后电泳条带较弱

(图 l )
。

3 讨论

通过与指示植物的比较检测
,

表明 R T
一

PC R 的

检测结果与之一致
。

但是指示植物测定周期长
,

且

需要温
、

网室等配套设施 ; 而 R T
一

PCR 检测方法快

速
、

灵敏
,

可对田间样品进行直接检测
。

运用该方法对感病样品进行了全年检测
,

结果

验证了该方法的可靠性
。

但在 7
、

8 月份温度较高

时
,

经 R T
一

Pc R 后 电泳条带较弱
,

可能病毒含量

较低
。
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